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本研究で は, 正常人 お よび 各種疾患 ( 白血痕 真性多血症, 血小板血症, 頬白血病反応) に お け る
白血 球ア ル カ リ性ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 酵素学的特徴 を明 らか に す る た め に , 種 々 の ア ミ ノ酸 に よる 阻亀 熱
安定性, お よび ミカ エ リ ス 定数を検討 した . その 結果, 正 常人白血球ア ル カ リ性 ホ ス フ ァ タ
ー ゼ は, レ フ ユ
ニ ー ル アラ ニ ン ,L 一 口 イ シ ン , L
- ホ モ ア ル ギ ニ ン , グリ シ ン に 阻害 され ない 耐熱性 ア ル カ リ 性ホ ス フ ァタ ー
ゼ が大部分を占め た. こ の耐熱性 ア ル カ リ性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ は , 現在 まで に 種々 の細胞で確定 され てい る
4つ の 耐熱性 アル カ リ性ホ ス フ ァ タ ー ゼ が ,L-フ ユ ニ ー ル ア ラ ニ ン に 阻害 され る こ と か ら, 新 しい アイ ソザ
イ ム と考 えら れた . また, 正 常人白血球 に は, L-ホモ ア ル ギ ニ ン に 阻害さ れる 易熱性 ア ル カ リ性 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ もわ ずか に認め られ た . 慢性骨髄性白血病, 急性骨髄性白血病, 血 小板血症で は, 比較的熱に 不安
定 で∴し ホ モ アル ギ ニ ン に 阻害 さ れ るア ル カ リ性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ が認 め られ , こ れ は ユ ニ バ ー サ ル 型アイ
ソザ イ ム に 類似 して い た. 真性多血症 の白血球ア ル カ リ性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ は , き わ め て 熱に 不安定で , L-ホ
モ アル ギ ニ ン に 強 く阻害 され た . p - ニ トロ フ ェ ニ ー ル リ ン 酸 に対 す る ミ カ エ リ ス 定数 は, 正 常人 白血球ア
ル カ リ性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で は 1.1m M , 慢性骨髄性白血病で は 1.3～ 3.6 m M で , 病態 に よ る アイ ソザ イ ム 分
布 の違い が示唆さ れた .




Ne w v a ria ntis o en zym e
血 清, 組織 に お け る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ
(al kalin e pho sphata se以 下 A L P と略) の研究 は,
Boda n sky(1937年)に始 まる. Fishm a nら
1)(1962年)
はア ミノ 酸の 本酵素に 対す る特異的活性阻害作用 を発
見 して , アイ ソザ イ ム の研究 を急速 に 発展さ せ た. 現
在行わ れ て い る A L Pアイ ソ ザ イ ム の 分析方法 と して
は, 電気泳動法, 阻害剤 (各種ア ミ ノ酸, 尿素, レ バ
ミ ゾ ー ル) に よ る方法, 熱処理 に よ る方法, 基質親和
性, ミ カ エ リ ス 定数, 至 適 pH な どの 酵素学的検査があ
る
.
また , 免疫学的方法も用 い ら れ る. また 本酵素 の
分子 量 , ア ミ ノ 酸配列な ども次第に 明ら か に され つ つ
あ り, こ れ らの 方法に よ り, 現在 まで に 10種以上 の
A L P アイソ ザ イ ム が 同定さ れ て い る.
一 方 , 好中球ア ル カリ性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ(ne utrophil
alkalin e pho sphata se, 以下 N A P と略) の研究も古
く か ら行わ れ2), 慢性骨髄性白血病 (chronic myelo-
cyticle uke mia 以 下 C M L と略)に お い て, N A P活性
が き わ め て低値 を 示す こ と は周知 の 事実で あ り3卜6),
診断上 重 要 な検査 と な っ てい る . しか し, N AP アイ ソ
ザ イ ム に 関す る研究7ト1 1)は, 未だ 少な く,
一 定の 見解は
得 られ て い な い ば かり か , N A Pの 機能, 各種疾患に お
け る N A P活性変動の 意義な ど, まだ不明 の 点が 多い .
ま た Fishm a nら1 2)が, 癌化 に 伴う A L P アイ ソザイム
の 変化 を報告 して い る よう に , 造血 器 疾患に お い て も
N A P アイ ソザ イム の 研究 は, 癌化の 機序解明 に 重要
と思われ る. そ こ で, 正 常人 お よ び各種疾患に お ける
N A P アイソ ザイ ム に つ い て , 比 較的容易 に 行 い 得る
阻害剤に よ る方法, 熱処理 に よ る 方法, ミ カ エ リ ス 定
数 か ら分析 し検討 を行 っ た. こ れ ら の 実験 か ら若干の
知見 を得た の で 報告す る.
Studies o nIs o enzym es of Le uko cyte A lkalin eP hosphatas e･ Keiko Itoh, Depa rtm ent
ofIntern al Medicin e(III), (Dir ector:K. Hattori), Scho ol of Medicin e, Ka n az a wa Uni･
V e r Sity.
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材 料 お よ び方法
Ⅰ . 組織化学的方法
1 , 対 象お よ び採取方法
正常人 と して は, 健康診断の た め に 金沢大学第 3内
科を受診し た成人 男女 か ら貧血 の み られ な い 人 を選 び
用 い た . N A P活性低値例と して は C M L を, N A P活
性高値例と し て は, 真性多血症, 妊婦 , 感染症, 悪 性
腫瘍骨髄転移患者 を選 ん だ.
外来受 診時, ある い は, 早朝空腹時に , 末棉静脈 か
ら, E D T A-3 K添加で採血 を行っ た.
2 . 染色方法
採血後 30分以 内に , 型の如く 塗抹標本 を作製し, 十
分に 乾燥 した後, 朝長法13)に 従 っ て - 4
0
C 5秒間の 固定
を行 い , 水 洗後 さ ら に , ナ フ ト ー ル A S- M X リン 酸
(n aphthoI A STM Xphosphate, Sigm a) を基質 と し
て 37
0
C 2時間の 染色を施 した. 後染色は, サ フ ラ ニ ン
0(Schmidgmb h & Co.) を使用 した.
ア ミ ノ 酸に よる 阻害は, これ ま で の 報告 川
～
1 6)に基 づ
い て行 っ た . ア ミ ノ 酸と して は, L - フ ェ ニ ー ル アラ ニ
ン (L-phenylala nin e, 和光)50m M , L - ロ イ シ ン (L
-1e u cine, 和光)4 m M , L-ホ モ ア ル ギ ニ ン (L-(+)
-ho m o arginin e, 和 光)50m M , グ リ シ ン ( glycin e,
和光) 50m M を用い , それ ぞれ , プ ロ パ ン ジ オ ー ル
(2- a min o-2-m ety卜1, 3pr opa n ediol, 和光) 緩衝液
(0.05 M, pI1 8.6)に 溶解し た. 固定 した塗 抹標本 を,
十分 に 水洗 した後, ア ミ ノ 酸溶液あ る い は プ ロ パ ン ジ
オ ー ル 緩衝液 に 37
0
Cで 反 応させ , 水洗後, 染色, 後染
色を行 っ た .
ア ミ ノ 酸に よ る阻害試験の 前実験と して, プ ロ パ ン
ジオ ー ル 緩衝液の N A Pス コ ア へ の 影響 を検討 した.
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Fig.1 E ffe cts of buffer a nd a min o-a Cids o n n e utr o･
philalkalin epho sphata s e(N A P)a ctivity . 0 - ○,
Buffer(n = 4); ■ → , P henylalainin e(n = 2); ●
叫 ●
, Ho m o a rginin e(n = 12); = , Glycin e
(n = 12).
90分85% お よ び 120分 85%と, 時間と と も に 低下の
傾向が認 め られ た (図1). また , 時間の 経過 とと も に
細胞の 膨化, 崩壊が生 じ サ フ ラ ニ ン 0 に よ る後染色
で は, 核構造や特殊頼粒 は不明瞭 とな り, N A P陰性 の
成熟好中球 と, 単球あ るい は核変形の著し い リ ン パ 球
との 区別が困難 とな っ た . 従 っ て , 長時間の プ ロ パ ン
ジオ ー ル 緩衝液浸潰 は不 適当で , 1時間が限度と考え
られ, 以 下の実験は 1時間で行 っ た.
N A P染色は , 固定時間, 固定温度, 染色 を施す ま で
の 時間に 強く影響さ れ るた め. こ れ らの 条件 を厳守す
ると と も に , 必 ず同時に 対照をお い て 行 っ た .
3 . 判定方法
N A Pス コ アは, 従来の 方法13)･1 7)に 従い, 成熟好中球
を 100～ 200個順次鏡検し, 染色色素の数に より 0～ ⅤⅠ
の 7つ の ク ラス に 分類 して算出 した. 従っ て N A Pス
コ アは最低 0, 最高 600 と表わ され た.
ア ミ ノ酸 に よる 阻害は,
アミ ノ 酸 で 1時間反応さ
せ た標本の N A Pス コ ア
残存活性率(%)= プ ロ パ ン ジオ ー ル 緩衝液 ×100
に 1時間静置 した標本の




1 . 対象お よ び採取方法
組織化学的方法と同様 に , 正 常人 , C ML, 真性多血
症, 血 小板血 症, 急性骨髄性白血病, 妊婦 を対象 と し,
末梢静脈 か ら , ヘ パ リ ン添加 また は E D T A-3 K添加
で 採血 を行 っ た. 一 つ の実験系を実施す るた め に , 各
患者か ら 10～ 20mlの 採血 を必要と したが, 正 常人 お
よ び妊婦で は , それ ぞれ 3 mlずつ 採血 し, 白血球 を分
離 し, 10～ 40人 分をま と めて 測定 に供 した.
2 . 白血 球分離方法
谷島ら1 8)の方法に 従 っ た . 静脈血 を直ち に 生 理 食塩
水で 1.2倍 に 希釈し, メ ト リ ゾ酸ナ トリ ウム(Sodiu m
m etriz o ate s olutio n, 32.8 % W/V, Nyega a rd &Co .
A/S, Oslo, Nor w ay)2 ml と 6% W/V の デキス トラ
ン (dextr a nM . W . 10 万～ 20万, 和光)5 mlの 混 合
液の 上 に 静 か に 重層し, 室温で 30分 ～ 1時 間静置 し
た. 上 清を分 離 し, これ を1,000rpm 15分間遠心沈殿
し, 血 小 板を取 り除 い た . さ らに 混在して い る 赤血 球
は, 低張食塩 水 (0.28% )で 溶血さ せ, 生理 食塩 水で
洗 い 出 した. 白血球 の 中で, 好中球はき わ めて A L P活
性が高く, リ ン パ 球, 単球に はほ とん ど活性が認 めら
れ ない 1 9)の で , 好中球の 分離 は行わ な か っ た . 従 っ て ,
生化学的方法 に お い て は白血 球 A L P と表現 し, 組織
化学的 N A P と区別 して用 い る. 白血 球沈殿物 は, 測定




3 . 白血球 A L P抽出方法
試料解凍後は, 0～ 4
0
C下 で 取り扱 い , 3日以 内 に測定
を終 了 し た. 白 血球 沈 澱 物 に , 0･01% ト リ ト ン X
-100(triton X-100, 和光) を加 え た ト リス 塩酸緩衝
液(pH 8･0, 0･04 M) を, 採血 量 10ml で得ら れ た白
血 球沈殿物に 対 して 0.5～ 1.O ml加 え, 10分間ホ モ ジ
ネ ー ト (ポ ッ タ ー 型テ フ ロ ン ガ ラ ス ホ モ ジ ナイ ザ
一 便
用)した . こ の 試料 に つ い て 30,000rpm 30 分間の 遠心
を行 い , 上 清 を白血球 A L P抽出液と した.
4 . 白血球 A L P酵素活性測定法
酵素活性測定に は, 基質 と して , pエニ ト ロ フ ェ ニ ~
ル リ ン 酸 ニ ナ ト リ ウ ム (p"nitrophe nylpho sphate
disodiu m s alt和光, 以下 pN P P と略) を用 い , こ れ
を硫酸 マ グ ネ シ ウ ム 11nM を加 え た ジ ュ タ ノ
ー ル ア
ミ ン (diethan ola min e, 和光) 緩衝液(pH lO･0, 1･01
M)に 測定時毎 に溶解 して , ユ67m M の 基質液を作成 し
た
.
酵素反応は , 2 ml の基質液に 白血球 A L P抽出液
10～ 30〟1 を加 えて 25
0
C で行い , 初速度(反応開始後 5
分間)を 200-20形日立ダブル ビ ー ム 分光光度計 を使用
して , 405nm の 吸光度 で 記録 した .
5 . 白血 球 A L P アイ ソ ザイム の 検討
1) ア ミノ 酸に よる 阻害試験
A L Pの 各種ア ミ ノ 酸に よ る阻害試験 を行 う時の 至
適ア ミ ノ 酸濃度 は, 報告者 に よ り 多少異 な る
2 0ト 2き)
従 っ て, 本実験 で は, こ れ ま で よ く用 い られ , ま た,
感受性の有無に よ る差が最 も大き く現 わ れ るア ミ ノ 酸
濃度 を選んだ . す な わ ち, レ フ ユ ニ ー ル ア ラ ニ ン は最
終濃度 5m M , L一 口 イ シ ン, L- ホ モ ア ル ギ ニ ン , グ リ





お ける A L P活性
ア ミ ノ酸未添加の系
に お ける A L P活性
･2) 熱安定性試験
あらか じめ, 試験管 を56±1
0
C お よ び65±1
0
Cに 加温
して お き , こ れ に白血球 A Lf〉 抽出液 を0,05～ 0.1 ml
入 れ, 10分間加温 した後, 直ち に 氷水で 冷却 し, 酵素
活性を測定 した. こ れ と, 熱処理 を行っ て い な い 系に
対す る残存惰性値比 (%)を, 熱安定 A L P と し た.
3) ミ カ エ リ ス 定数 (km) の 測定
前記の ジ ュ タ ノ ー ル ア ミ ン 緩衝液 (pH lO.0) で ,
pNP Pを基質 と して 行 っ た .
4) 耐熱性白血球 A L P の ア ミノ 酸に よ る阻害
正 常人 お よ び 真性多血症 の 白血球 A L P抽出液 を
65
0
C20分間熱処理 し, そ の後, 前記方法 に 従っ て ア ミ
ノ 酸阻害試験 を行 っ た .
な お , 生化学的 に 白血 球 A L P活性 を検討す る さ い
に , 対 照 と し て, 胎盤性 A L P (和光) と, 正 常人血清
(ユ ニ バ ー サ ル 型 A L P) を用 い た.
成 績
Ⅰ . 組織化学的方法 に よ る 正 常及 び 患者 白血 球の ア
ル カ リ性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ活 性の 検討
正 常成人 に お ける N A Pス コ ア は , 240±45.1 (S.
D.) で , N A P陽性率は, 87.3 ±9,3 % と なっ た .
正常人 12例(N A Pス コ ア 200～ 300) に お け る アミ
ノ 酸阻害試験で は , L-フ ユ ニ ー ル ア ラ ニ ン 119±20 (S.
D.) %, ト ロ イ シ ン 102 ±37%, し ホ モ アル ギ ニ ン 錮 ±
21%, グ リ シ ン 89±25%で, い ずれ の ア ミ ノ 酸に も阻
害は認 め られ な か っ た( 図2). レ フ ユ ニ ー ル アラ ニ ン,
L- ホ モ ア ル ギ ニ ン , グリ シ ン を用 い て経時的な阻害率
の 検討 を行っ た と こ ろ, 緩衝液と 同様 に N A Pス コ ア
は時間 とと も に 低下 した が, 緩衝液と の 間 に 有意な差
異 は認 めら れ なか っ た ( 図1).
C M L 14 例に お ける N A P残存活性率( 図2) は, L
- フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ン 81±24%, L一口 イ シ ン 91 ±
28%, し ホ モ ア ル ギ ニ ン 72±25%, グ リ シ ン 77±22%
で , L-ホ モ アル ギ ニ ン に よ り軽度 に 阻害さ れ る傾向が
み ら れ た. しか し, C M L で は, N A P陽性率が著明 に
低下 して い る た め, 標準偏差債が大き く な り, L-ホ モ
アル ギ ニ ン に お い ても , 正 常人 と の 間に 有意な 差 (T
検定) は認 め られ なか っ た .
N A Pス コ ア 300 以 上 を示 す妊婦 6例, 悪 性腫瘍骨
髄転移 3例の 類白血病反応 に お ける N A P残存活性率
(図2)は , L-フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ン 96±5%, L一口 イ シ
ン 96±7%, L-ホ モ ア ル ギ ニ ン 100±6%, グ リ シ ン
100±1%で あ り , い ずれ の ア ミ ノ 酸に も阻害さ れ ず,
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白血球 A Lに 関す る研究
なお , 塗抹標本に よ り, 熱安定性試験 を試み たが ,
56
0
Cお よ ぴ 65
0
Cの 処理 に よ り, 細胞の 崩壊が 著 しく,
N A Pの 活性値 を求め る の は不可能 で あ っ た .
ⅠⅠ . 生化学的方法 に よ る 正 常及 び患者白血 球の ア ル
カ リ性ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活性 の 検討
正常人 白血球 プ ー ル 12検体に お け る, 白血 球 A L P
ア ミ ノ 酸阻害率 (図3 A) は , L- フ ユ ニ ー ル ア ラ ニ ン
82.5± 13.4%, L一口 イ シ ン 79.1±8.2%, L- ホ モ アル
ギ ニ ン 84.2±8.0%, グリ シ ン 93.9±5.8%で, 組織化
学的方法 と同様に , い ずれ の ア ミ ノ酸 に も阻害され ず,
標準偏差値 は, 組織化学的方法 に 比較 し て小 さ か っ た .
一 方, C M L14人 に お け る 白血球 A L Pの ア ミ ノ 酸阻
害試験 で は, L-フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ン 86.4 ±5.9%, L
一 口 イ シ ン 80.6 ±10.8%, し ホ モ ア ル ギ ニ ン 62.3±
14.7%, グリ シ ン 88.8 ±8.4 % で あり,L - ホ モ ア ル ギ ニ
ン で軽度阻害さ れ た. また , 白血球数 が増加 し, N A P
ス コ ア が軽度低値 を 示す 血小板血症 2例, 急性骨髄性
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Fig.3 A E ffe cts of amino-aCids o nle uko cyte
alkalin epho sphata s e(A L P)a ctivity a s m e a s u red
bio che mic ally. ● , No r m al; ○, C M L; P , Poly-
Cythe mia v er a; □, T hr o mbo cythe mia; △ ,
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-a Cids o nA L Pa ctivity a s m e a su red bio che mic al-
1y. ひ--→ ○, No r m al; ● - ● , P la ce nta; = ,
C ML(C. K .); L---→ , C M L(K. N .).
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し, N A Pス コ ア も高値 を示 す妊婦 プ ー ル 白血 球 と真
性多血症 2例 に お ける 白血 球 A L P の アミ ノ 酸阻害試
験で は , L一フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ン , L- ロ イ シ ン, グリ シ
ン に は阻害 され ず, し ホモ ア ル ギ ニ ン に 軽度ない し中
等度阻害され た . 真性 多血症2例で は, L - ホ モ ア ル ギ
ニ ン に よ り, 白血球 A L P活性は それ ぞれ 26%,34%に
低下 し, 著明 な阻害が認め られ た.
次 に , ア ミ ノ 酸の 濃度 を変え て阻害試験 を行 っ た(図
3 B). 正常人 白血球 A L P活性 は, L-フ ユ ニ ー ル ア ラ ニ
ン の 10
~ 1M で 98.5%, 10~2M で 87.5%, 10~ 3M で
77.0%, 10~ 4M で 69.7% と, い ずれの 濃度 で も阻害 は
軽度で あ っ た . 対照の胎盤性 A L P で は, この ア ミ ノ 酸
の 高波度で強く阻害さ れた . また L一 口 イ シ ン , L-ホ モ
アル ギ ニ ン お よ び グリ シ ン に よ る阻害 は軽度 で あり,
胎盤性 A L P と類似 して い た. C M L 2例に おい て行 っ
た ア ミ ノ 酸濃度勾配 に お け る阻害試験 で は , レ フ ェ
ニ ー ル ア ラ ニ ン , L一口 イ シ ン , グリ シ ン は, 正 常人 白
血 球 A L Pの 成績と差 はな か っ た が, L - ホモ ア ル ギ ニ
ン は, 各濃度に お い て正常人 よ り軽度阻害され た .
疾患別白血球 A L Pの 熱安定性試験 を図 4に 示 し
た. 正 常 人 白血球 A L P活性 は, 560C処 理 で 84.8 ±
9.5%, 65
0
C処理 で 74.0 ±7.8%と なり, 比較的熱に 安
定 し て い た. 一 方, C M L14例 で は, 56
0
C 63. ±
13.9%, 650C 46.5±20.0%で , 560C で は軽度, 65
0
C で
は 中等度 に 活性低下 がみ られ , 正常人 との 間に はい ず
れ も有意(T検定, p<0.05) で あっ た . C M L の症例
に よ り耐熱性 ALP 活性が異な り, 標準偏差値は大 き
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Fig. 4 He a卜 Stability of le uko cyte A L P. ● ,
No r m al; ○, C M L; b., Polycythe min v e r a; □,
Thrombo cythemia; △ , Acute myrlo cyticle uke
-
mia; ▲ , Pregn a nt; *, <0.05.
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コ アと の 間に は関連が認め られ た. つ ま り, 白血 球数
が増加す る ほ ど熱に 不 安定で, NA Pス コ アは低下 し,
耐熱性 A L P と白血球数の 相関係数 は
- 0･69 と なっ た
(図5). 血小板血鼠 急性骨髄性白血病, 妊婦の 白血





C処理 の い ずれ も 軽度 な い し中等
度の 活性低下が認 め ら れ た. 真 性多血症 2例 で は,
65
0
ClO分で 19%お よ び 26%と低下 し, きわ め て熱 に
不 安定 で あ っ た .
さ ら に , 加熱処理 時間を変 え て, 白血 球 A L P活性 を
測定 した( 図6 A). 正常人白血球 AL P活性 は, 56
0
C5
分 87%, 10分85%, 15分78%, 20分 76%と な り,
65
0
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Cに お い て は 10 分以後, 活 性値 は プ ラ ト ー と な っ
た . 対照に 行 っ た胎 盤性 A L Pも 65
O
ClO分で 72%と な
り, 以後 プ ラ ト ー で あ っ た . C M L 2例お よ び 真性多血
症で は, 5分あ る い は 10分 で 著明 に 活性低下 が認 めら
れ る も, それ 以後は活性値の 変動 は少な く , 20分で0
に な る こ と は な か っ た (図 6 B).
正 常人 , C M L, 各種 疾患す べ て に つ い て, 耐熱性
A L P と アミ ノ 酸 阻害率 の 相関関係 を検討 し た. L
- フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ン , L一 口 イ シ ン , グ リ シ ン と耐熱性
A L Pの 間に は相関 は認 め られ な か っ たが( 図省略), L
- ホ モ ア ル ギ ニ ン と 56
0
ClO分処理 群(n = 33)と の 相関
係数は, 図 7 Aに 示 す よ う に 0.79で , 65
0
C lO分処理群
(n = 32) との それ は, 図7 Bに 示 す よう に 0･79 で,
高い 正 の相関 を示 した.
次 に , 正常人 お よび 真性多血症の白血球か ら抽出し
た A L P の試料 を,65
0
C 20分間加熱処理 を行 い , その 後
ア ミ ノ酸阻害試験 を行 っ た(図8). 正 常人 は, し フ ェ
ニ
ー ル ア ラ ニ ン 99.7%, ト ロ イ シ ン 94 .9%, L-ホ モ ア
ル ギ ニ ン 98.6%, グリ シ ン 97.1% で あ り, 真性 多血症
は∴ レ フ ユ ニ ー ル ア ラ ニ ン 9 9.8%, レ ロ イ シ ン
92.3%, L-ホ モ ア ル ギ ニ ン 95.2%, グ リ シ ン 95･4%で
あ っ た . 両者と も, い ずれ の ア ミ ノ酸 に も阻害さ れ な
か っ た .
正 常人 白血球 A L Pの pNP Pに 対す る Km は, 1･1
m M お よ び 1.2m M であ っ た(図9). 同様 に , CM L3
例 に つ い て K m を測定 した (表1). 症例Ⅰ. S.(白血球
数 7.34×104/m m3, N A Pス コ ア 17)で は, 3･6 m M,
症例 K. N . (白血 球数 9.00×10
4/m m3, N AP ス コ ア
2 1)で は, 2 .5 m M と, 正 常人 に 比較 して高値 で あ っ た
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Fig. 6B He atTStability of leuko cyte A LP obtain ed
from patie nt with C M Land polycythe mia v e ra･
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常に 近 し､状態で コ ン ト ロ ー ル さ れ て い る症例 K. T . で
は, Km も 1.3 m M と, 正 常人 に 近い 値 を示 し た. ち
な み に 後者 で は , 熱安定性, ア ミ ノ酸阻害試験 で も 正
常人 と差 は みら れ な か っ た .
考 察
白血球 A L P アイ ソ ザ イム に 関す る報告は きわ め て
少 な く, Robin s on7)や 岡 田 ら8)の 電気泳動法に よ る 検
討, Ro s e nblu ml O)の 免疫学的検討な どが み られ るの み
でt い ま だ に ,
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efe ct of しho m o a rginin e o nle uko cyte A L P. n =
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で は, 正 常人 と各種疾患に お け る白血球 A L Pの 酵 素
学的特徴 を, 組織化学的方法及 び生化学的方法 で検討
し, 各種疾患に お け る白血球 A L P活性の 変動と, A L P
アイ ソ ザイ ム の 変異に つ い て 考察 を行 っ た
.
組織化学的方法, 特 に 光顕的方法は, 手技が簡単で ,
同時 に A L Pの 局在 をある 程度推定で き る と い う 利点
が ある
. 近*, 組織化学的 に Rega nアイ ソザ イ ム が 同
定でき る よう に なり16 ), 癌の 組織診断に 利用 され つ つ
あ る. 本実験 で は, この 組織化学的方法を血鞭塗抹標
本で試み , 各種 アミ ノ酸の N A Pに 対す る阻害効果 を,
正常人 , C M L, 頬白血病反応に つ い て検討 した. 図2
に 示 すよ う に , い ずれ の NA P も,各種ア ミノ 酸に よる
阻害 は軽度で あ っ た . CM Lに おい て , L- ホ モ ア ル ギ ニ
ン で比 較的に 阻害さ れ て い たが , バ ラ ツ キ (S. D.) が
大き く, 正常人 との 間に 有意差 は認 め られ なか っ た .
N A Pス コ ア の バ ラ ツ キ は, N AP ス コ アの 高い 類白血
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い 傾向がみ ら れ た. これ は , N A Pス コ ア を算出す る際
に , 染色され た 色素の 数に よ り, 好中球を 7 つ の ク ラ
ス に 分類し て い る が, こ の ク ラ ス 分類が 必 ずしも 生化
学的晴性に 均等分さ れて い な い た め と考 えら れ る.
ま た/N A Pス コ アの バ ラ ツ キの 原因と し て, 種々 の
処理 に よ る血球の 変形, な らび に 観察者の 主 観も あ げ
られ る . 血液塗抹標本に は数種の 細胞 が種 々の 割合 で
混在 し て い る. この 中で成熟好中球 が最 も強 い A L P
惰性 を示 し, 他の 血球に はほ と ん ど活性が認 め られ な
い 1 g) 紺
. 従 っ て, 血液塗抹標本で は, 細胞 を正確 に 分類
し, 成熟好中球の A LP活性の み を算定す る必要が あ
る
.
しか し, 図1 で 示 す よう に , い ずれ の ア ミ ノ酸で
も, ア ミノ酸の 反応時間を長 くす る と , 阻害率は 多少
大き く なる も の の , 血球の 変形が 生 じ, 細胞同定が困
難 とな り, N AP ス コ アの バ ラ ツ キ が大 き くな っ た . ま
た, 熱安定性試験時の 加熱処理 で も, 熱の た め血球の
変形が著しく , 細胞の 同定が 不可能 で あ っ た .
こ の よ う に , 組織化学的方法 をそ の まま N A P アイ
ソ ザイ ム の鑑別 に 用 い る に は, 問題が 多い . しか し,
塗抹標本 に よ る 白血球 A L P分析 は, 簡単 で しか も
A L P活性 を N A Pス コ ア と して 半定量化 で き る利点
が あり , 今後, 組織化学的方法の改良が必要と考 え ら
れ る.
組織化学的方法で は, 好 中球 A L P の ア ミノ 酸 に よ
る 阻害 は軽度 で ある こ とが示 唆 され た が , 組織化学的
方法の みセA L P アイ ソザ イム を分析す るの は, き わ
めて 困難で精度 を欠く恐れ が ある. こ の た め, 生化学
的方法で , 正 常人及 び各種疾患 の白血球 A L Pの 酵素
学的特徴 を検討 した.
図3 A･3 Bで示 す よう に, 正 常人白血球 A L Pの 各
種ア ミノ 酸に よる 阻害 は軽度 であ り, 組織化学的方法





C lO分の加熱に お い て も, 酵素活性の低下 は軽度
で あ っ た , 正 常人白血 球 A L P を65
Q
C で加熱す ると ,10
分 で 74%に 活性 が 低下 した が , 以 後 は プ ラ ト ー と な
り, 活性 の 消失 はみ ら れ な か っ た (図6 A).
一 般 に , 650Cの 熱処 理 で 活性 が消失 し な い A L Pを
耐熱性 A L P, 活性 が消失す る も の を易熱性 A LP とよ
び, 胎盤性 A L P は, 耐熱性 ALP の 代表的 なも の で あ
る. 実験方法を検討 す るた め に , す で に 精製市販 さ れ
て い る胎盤性 A L P で熱安定性試験 を行 っ た と こ ろ ,
白血 球 A L Pの 成績と類似 し てい た ( 図6 A). ま た,
易熱性 A L P であ る ユ ニ バ ー サ ル 型 A L P ( 血清) で は ,
65
0
ClO 分の熱処理 で , 残存活性は 8 % とな り, 正 常人
白血 球 A L P や胎盤性 AL Pと は対照的で あ っ た . これ
ら の 実 験 よ り, 正 常人 白血球 に は, 主 と し て 耐熱性
A L P が含 まれ て い る と考 え られ た.
耐熱性 A L P と さ れ てい る アイ ソ ザイ ム も, 65
0
Cの
加 熱 に よ り 若干 は活性 が低下す る2 2). 正 常 人 白血 球
A L P を 6 5
0
C で加 熱す る と, 74%ま で に 活 性が 低下 し
た が, こ の 活性低下が何 に よる の か を検討 した.
測定 した全 ての 症例 に つ い て, 56
0
C およ び 65
0
Cの 加
熱処理後の白血球 A L P残存活性 と, 各種 ア ミ ノ 酸阻
害後の残存活性 を検討す る と, L-ホ モ ア ル ギ ニ ン で ,
両者の 間 に 強い 相 関が み ら れ た(図7 A･7 B). つ ま り,
熟に つ い て 安定 し た白血 球 A L P を持 つ 症例 で は, L
- ホ モ ア ル ギ ニ ン に は ほ とん ど阻害 され ず, 熱に 不 安定
な 白血球 A L P を持つ 症例で は∴ し ホ モ ア ル ギ ニ ン に
阻害 さ れ る 傾向が み られ た. さ ら に , 正 常人 白 血 球
A L P を, あ らか じめ 65
0
C20分間の 加熱処 理 を施 して
ア ミ ノ 酸阻害試験 を行う と, L - ホ モ ア ル ギ ニ ン , お よ
び そ の 他 の ア ミ ノ 酸 に も ほ と ん ど阻害 さ れ な く な っ
た . こ れ らの 成績 は, 正 常人 白血 球 A L Pの 中に , L-ホ
モ ア ル ギ ニ ン に 阻害さ れ る 易熱性 A L P が存在す る こ
と を推定 させ る . 従 っ て, 正 常人白血球に は, い ず れ
の ア ミ ノ 酸 に も 阻害さ れ な い 耐熱性 A L P と, L-ホモ
ア ル ギ ニ ン に 阻害 され る易熱性 AL Pの 少な く とも 2
種類の ア イ ソ ザ イ ム が 存在 し, か つ 耐熱性 A L P が大
Table l. Km of Le ukocyte A L P fo rpN P P, White blo od c e11c o u nts(W B C)
a nd N A Psc o r e
So u rs e of Le uko cyte A L P Km (mM) (×葦£m3)
r ate(%) s c ore
Ⅰ. S. (C M L)
K. N. (C M L)
K. T. (C M L)
No r m alpo oINo. 1
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部分 を占め て い る と 考え られ る.
一 般 に は , 一山 つ の 組織 あ る い は細胞中に は, 一 種類
の A L P アイソ ザイ ム が存在す る とし1わ れ2 5), 白血 球




しか し, 白血 球 A L P.が単
一 なア イ ソ ザイ ム
よ り成 るの で は なく , 複数の アイ ソザ イ ム よ り成 っ て
い る と の 報告も あ る. W ilson ら 川 は, 電顕的手段 を用
い て, 妊 婦の 白血 球に , 耐熱性 A L P と易熱性 A L P が
存在し て い る こ と を観察し, ま た, 大久保26)は, 正 常人
白血球 に , Mg十+ と Znヰ十 に よ っ て活 性化さ れ る 2種
類の A L P アイソ ザ イ ム の あ る こ と を報告し て い る.
さら に , 白血 球 A L Pの 電気泳動で は,2～ 4 本の 活性帯
が認め られ て お り7)8), 白血 球 A L Pの 多様性 を示 唆 し
て い る .
d 方 , アミ ノ 酸 に 関す る実験 で は, W ils o nら1 1)は,
電頗的方法 で検討 し, 正 常人 白血 球 A L P は, L フ ユ
ニ ー ル ア ラ ニ ン で 阻害 され ず, グリ シ ン で 阻害され た
と して お り, 菰田 らⅠ9)は, 生化学的方法 で , L一フ ユ ニ ー
ル アラ ニ ン で阻害さ れ ず, し ホ モ アル ギ ニ ン で 阻害さ
れ たと 述 べ て い る . こ れ らの 報告 は, 本実験 で得 られ
た成績と 異 な っ てい る が, こ れ は, 次の よう な理 由に
よ ると 考 えられ る.
A L P は, 分子 量 8 ～ 16 万の 2量 体蛋白で ∴細胞内で
は, 膜成分と結合 した 複合物と し て存在す る と考 えら
れ て い る25)
.
電顕的組織化学的方法 を 用 い た 好中球
A L Pの 局在の 検討で は, ホ ス フ ァ ゾ ー ム と呼 ばれ る顆
粒に 強 い 活 性が み られ る ほ か は , ア ズ ー ル 顆粒の 膜 ,
特殊顆粒の 膜, 細胞膜, 核膜 に 弱い 活性が あ り, ミ ト
コ ン ドリ ア に は活性が認め られ て い な い11). 組織 か ら
A L Pを抽出す る方法 と して , ホ モ ジ ネ ー h 遠心 沈殿,
ブ タ ノ ー ル 処理, トリ ト ン X-100処理 な どが 行わ れ て
い る2 7)が, い ずれ の 方法を用 い て も, 膜成分の 完全な分
離は不可能で , 膜成分 と結合 した 巨大分子 A L P が湛
在す る こ と に な り , これ が A L Pアイ ソ ザ イ ム 分析 を
困難に し て い る .
さ ら に , あ る種 の A L P アイソ ザイ ム に お い て は,
Zn+ + あ る い は Mg
+ 十 が 微量含まれ て い る こ と が 知ら
れ てい る. こ れ ら の 金属は, 酵素活性発現 に 伴う構造
変化, 酵素活性の安定化に 関与 して い る と考 えら れ て
い る1 9)
. 前述 の よ う に, A L P は種々 の 方法で 組織 か ら
抽出精製され て い る が, 抽出方法 に よ っ て は, こ れ ら
の 金属が取り除 か れ て い る 可能性が考えられ る. 白血
球 A L P もま た, Zn+ 十 お よび Mg十+ の 存在が推定され
て お り, 白血球 A L P精製方法が , A L P アイ ソザ イム
分析 に 大き く影響す る もの と思わ れ る.
表2 に , 正 常人 白血球 A L Pの 酵素学的特徴 を ま と
め, 現在明 らか に さ れて い る胎盤性 A L P, ユ ニ バ ー サ
ル 型 A L P も併記し た.
耐熱性 A L P と して は, 後期胎盤性 A L P, Rega nア
イ ソ ザイ ム , Naga oアイ ソ ザイ ム , Ka saha r aアイ ソ
ザ イ ム の 4種 が知 られ て い る が, こ れ ら は全て, 癌に
伴 っ て 出現 し, L - フ ユ ニ ー ル ア ラ ニ ン に 阻害され る と
い う特徴 を持 っ て い る . しか し, 本実験 で は, 正 常人
白血 球 の 耐熱性 ALP は, L - フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ン , L
-ロ イ シ ン , L- ホ モ アル ギ ニ ン, グ リ シ ン の い ずれ に も
阻害さ れ なか っ た . こ の成績 は, これ まで に 知 られ て
い ない 新 し い アイ ソ ザ イ ム の 存在を強く示 唆し, 極め
て注目す べ き こ と と考え られ る . さ ら に, pN P Pに対
す る ミ カ エ リ ス 定数で も , 胎盤性 A L P が 0.6 m M で
あ るの に 対 し て , 正 常人 白血 球 A L P で は1. 1 m M で
あ り, 胎盤性 A L P と異な る アイ ソ ザイ ム で ある こ と
が確か め られ た .
易熱性 AL P と して は, 正 常人 血 清中に 認 めら れ て
い る肝性 A L P, 骨性 A L P, 小腸性 A L P な どが あ る.
Table 2. Co mpa riso n of A L Pisoen zym e
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小腸性 A L P は, L 一 口 イ シ ン に 阻害 さjLる. 肝性 A L P
と骨性 A L P は, い ずれ も し ホ モ ア ル ギ ニ ン に 阻害さ
れ るが, 肝性 A L P は, 56
0
Cの 加熱に 比較的安定 して お
り, 骨性 AL P と区別さ れ てい る. 正 常人 白血 球 の 易熱





の加熱処理 に よ る残存活性 に 差が 少な い こ と よ り, 骨
性 A L Pに 類似 したも の と推定 され た .
各種疾患に お け る白血球 A L Pの 分析結果 を図 3A
～ 6 に 示 した . こ れ らの疾患に おい て も , 正 常人 と 同様
に , ア ミ ノ酸 に 阻害さ れ ない 耐熱性 A L P と L十ホ モ ア
ル ギ ニ ン に 阻害さ れ る 易熱性 A L Pの 2種類の ア イ ソ
ザ イ ム の 存在が 示唆さ れた が , 正 常人 白血球に 存在 し
な い アイ ソ ザイ ム の出現を推定さ せ る成績は得 られ な
か っ た . しか し, 図10に 示 す よ う に , 耐熱性 AL P と
易熱性 A L P の比活性 は, 正常人 白血 球 A L P と異な っ
てい た .
C M L で は, NA Pス コ ア と白血球数と の 間 に , 逆 の
相関が認 めら れて い る3)2 8)が, 本実験 で は , 白血 球数と
耐熱性 A L Pの 間 に も逆 の相関が み ら れ た (図5 ･ 表
1). つ ま り, 治療 に よ く反 応 して 寛解状態 に ある CM L
で は, 白血球数が減少 する と と も に , NA Pス コ ア が上
昇 し, 特に 耐熱性 A LP が増加 し て正 常人 に 近 い 値 と
な るが , 一 方, 白血球数が増加 して い る症例で は , N A P
ス コ アが 低下 し, その 低下は 主と して 耐熱性 A L P の
低下 に よる も の と推定 され た.
また , N A Pス コ アの 高い 妊 婦や真性多血症 に お い
て は, 正常人 に 比較 して, 耐熱性 A L P より も易熱性
A L P清性の 増加が顕著であっ た. 実験的 に は, Eela ･










C M L Norm at Le uke m oi d
Re action
Fig. 10 Sche m atic distributio n of he at-Stable and
he at-1abile AL Pu nde r v a rio u s c o ndit on s. □ ,
He at-1abile A L P;E瓢, He at -Stable AL P.
藤
した 変化が み られ る2 9). こ の 時, 可溶性分画中 に存在す
る耐熱性 A L Pに は ま っ た く 変化が な く , 細胞膜 分画
に 存在す る易熱性 A L P のみ が 上 昇す る た め , 耐熱性
A L P と易熱性 A L P で は, 活性化 を調節す る機序が異
な る と推定さ れ て い る. 白血球 A L P活性 は,21番目あ
る い は 22番目の染色体, Fc -IgG レ セ プ タ ー , ホ ル モ
ン な どに よ っ て調節され て い る こ とが 知 られ て き て い
る3 0ト3 3). 本実験 に お い て も , C M L と類白血病反応 で
は, 活性化 され る 白血球 A L P アイソ ザイ ム が 異な り,
調節機序 の差異が推測さ れた .
本研究 で は, 白血球 A L Pの 中に 異 な っ た 性質 を持
つ 2種類 の アイ ソザ イ ム の 存在が 見い 出さ れ た . 今 徽
分析方法が発達 す る に つ れ て , さら に 新 し い ア イ ソザ
イ ム が 発見さ れ る可能性が あ り, 病態を検討す る う え
で , きわ めて 重要で あ ると 考え る.
結 論
正 常人 , 頬白血病反応 , 骨髄増殖性疾患に お ける白
血球 A L P を, 組織化学的ア ミ ノ 酸阻害方法, 生化学的
ア ミノ 酸阻害方法, 熱安定性, pN P Pに対 す る Km か
ら検討 を行い , 以 下の 結果を得 た.
1 . 正 常人 白血球 A L Pに は, レ フ ユ ニ ー ル ア ラ ニ
ン
, ト ロ イ シ ン, し ホ モ アル ギ ニ ン , グリ シ ン の い ず
れ に も阻害 され な い 耐熱性 A L P と, し ホ モ ア ル ギ ニ
ン に 阻害 さ れ る易熱性 A LP の少 な く と も 2種類ある
こ とが, 生化学的方法お よ び組織化学的方法 で証明さ
れ た. 量 的 に は 正常人 白血 球に お い て は, 耐熱性 A L P
活性が大部分 を占め, 易熱性 A L P活性 は量 的に 少な
か っ た .
2 . 白血 球耐熱性 A L P は, い ずれ の ア ミ ノ 酸に も
阻害さ れ な い こ と よ り, こ れ ま で に 知ら れ て い る耐熱
性アイ ソ ザイ ム に 該当す る もの が な く, 新 しい アイ ソ
ザ イ ム と 考え られ た. 他 方, 白血 球易熱性 A L P は, L
-ホ モ ア ル ギ ニ ン に 阻害さ れ るの で ,肝 あ る い は骨性ア
イ ソザ イ ム つ ま り ユ ニ バ
ー サ ル 型 ア イ ソ ザイ ム に 類似
す る もの と 考え ら れた .
3 . 類白血病 反 応 骨髄増殖性疾患で も, 正 常人 に
認 め られ た耐熱性 A L Pお よ び易熱性 AL P が存在し,
そ の 比 率 は, 疾 患 に よ っ て 異 な っ て い た が , 耐熱性
A L P活性に 比較 し て, 易熱性 A L P活性の 高い 症例が
多く , とく に , 真性多血症で は, 易熱性 A L P が著し く
多か っ た .
4 . pNP Pに 対す る Km は, 正 常人白血 球 A L P が
1.1 m M である の に 対 し, C ML で は1.3 ～ 3.6 mM で
あり, 病態 に よ り , アイ ソ ザイ ム 分布の 違 い が 存在す
る こ と を示 唆 した .
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W Ords: Le uko cyte al kalinepho sphatase, =eat
-Stab le, Heat-1abae, Ne w v aria nt isoe n zym e
T he pr e se nt study w a spe rfo r m ed to
cla rify t he cha r a cteristic pr ope rty o
fleuko cyte alkaline




themia v e ra, thro mbo cyt hemia a nd le uke m oidr e a ctio n s,
inhibito ry effe ct ofse v e r al min o
- a Cids,
he atstability a nd M icha elis c o n stant fo rp
- nitrophe nlphosphate ･
Le u c ocyte alkaline pho sphatase of n o r m als ubjects w a sfo u nd to c o n sist ofala rge po
rtio n of
he at-Stable e n zyme, Which w as not inhibited by
L-phe nylala nin e, Lle u cin e, L
- ho m o a rginin e a nd
glycin e, and a sm a11po rtion of he at
-1abile o n e, W hich w a sinhibited by L
- ho m o a rginine ･ Thes e
findings sug ge st that t he he at
-$tab le e n zym e is a n e w v a ria nt is
o e n zym e, Sin c e4 hithe rto
- e Stab-
1ished isoe n zym e s w e rinhibited by し phenylalanin e･ T he le u
ko cyte alkalin ephosphata s ein
chr o nic a nd a cte myelo cytic le uke mia and thr o mbo cyt he mi




inhibited by L 血om oarginin e, Sho wingthat the e n zym eis s
imila rto the u nivers alalkalin epho sp
-
hata s e. T he leuko cyte alkalin epho sphatase in polycythe m
ia v e r a w a s m a rkedly he aト1abile, and
strongly inhib ited by L
-hom oarglnin e･ M ichelis c o n stant fo rp
-nitrophenyl pho sphate sho wed
l.1 m M for n o r m al leuko cyte alkalin epho sphats e, a nd l･3
q3
･
6 m M fo rleuko cyte alkalin ephosp
-
hatase fro m chro nic myelo cyticle uke mia , Sugge Stingt he diffe r e nt dist
ributio n of t he seis oe n z
-
ym es u nde rpat hologic alconditio ns･
